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RESUMO

Tumores pediatricos sdo considerados neoplasias raras, apesar disso, sdo vistas
como a segunda maior causa de Obito em pacientes pediatricos. Em conjunto, os
tumores meduloblastoma, neuroblastoma e sarcoma de Ewing, sdo responsaveis
por mais de 30% dos casos de neoplasias pediatricas. Mecanismos epigenéticos
tém sido considerados importantes para o desenvolvimento e progressdo tumoral,
dessa forma, o presente estudo buscou explorar o papel da histona metiltransferase
G9a em processos celulares relevantes para o desenvolvimento das neoplasias
pediatricas meduloblastoma, neuroblastoma e sarcoma de Ewing. Os resultados
obtidos sugerem que existe uma associacdo entre os niveis de G9a e a
tumorgenicidade desses tumores. Além disso, foi encontrado que inibicdo da
atividade de G9a e a alteracao dos niveis de dimetilacdo de H3K9 estédo envolvidos
na manutencédo da viabilidade celular, na expressédo de genes supressores tumorais
e na capacidade de sobrevivéncia das linhagens celulares estudas. Assim, os dados
obtidos nesse estudo podem ser considerados informacfes preliminares sobre o
papel da enzima metiltransferase G9a na biologia de tumores sélidos pediatricos.

Palavras-chave: G9a, meduloblastoma, neuroblastoma, sarcoma de Ewing



ABSTRACT

Pediatric tumors are considered a rare type of cancer. Despite that, they are the
second leading cause of death in pediatric patients. Medulloblastoma,
neuroblastoma, and Ewing's sarcoma account for more than 30% of pediatric
neoplasms. Epigenetic mechanisms are important for tumor development and
progression. The present study seeks to explore the role of histone
methyltransferase G9a in cellular processes relevant to the development of
medulloblastoma, neuroblastoma and Ewing's sarcoma. The results obtained
suggest that there is an association between G9a levels and the tumorgenicity of
these tumors. In addition, inhibition of G9a activity and alteration of H3K9 methylation
levels were found to be involved in cell viability, gene expression and survivability of
the studied cell lines. These results can be considered preliminary data about the
role of the enzyme methyltransferase G9a in the biology of pediatric solid tumors.

Key words: G9a, medulloblastoma, neuroblastoma, Ewing's sarcoma
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER

Céancer € o nome dado ao conjunto de mais de 100 doencas que apresentam
como caracteristica principal a proliferacdo celular desordenada. Por se tratar de
uma doenca abrangente foram propostas caracteristicas fisiologicas comuns que
permitem o estabelecimento das células tumorais. Inicialmente, foi determinado
como propriedades comuns ao cancer a capacidade de autossuficiéncia em sinais
de crescimento, a insensibilidade a sinais antiproliferativos, a evasdo de apoptose, 0
potencial replicativo ilimitado, o potencial de angiogénese, a invasao tecidual e a
metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Com o avango nhas técnicas
moleculares, celulares e bioguimicas foi possivel encontrar novos tracos importantes
para biologia do cancer, assim tem se considerado que a evasao do sistema imune
e a reprogramacdo do metabolismo energético também sdo marcas dessa doenca
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 2015 o céncer foi
considerado a primeira ou segunda causa de morte antes dos 70 anos em 91 dos
172 paises. Para o ano de 2018 foi estimado pela International Agency for Research
on Cancer (IARC) que haveriam 18.1 milhdes de novos casos e 9,6 milhdes de
Obitos por cancer na populacdo mundial (BRAY; FERLAY; SOERJOMATARAM,;
SIEGEL et al., 2018). Estimativas para o ano de 2019 preveem que, nos Estados
Unidos, ocorrerdo 1,762,450 novos diagnosticos de cancer e que mais de 600 mil
serdo levados a obito (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019). No Brasil, segundo o
Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), ocorrerao 600 mil
casos novos de cancer no ano de 2019. A incidéncia dos tipos tumorais s&o:
préstata (31,7%), pulméao (8,7%), intestino (8,1%), estbmago (6,3%) para homens e
canceres de mama (29,5%), intestino (9,4%), colo do utero (8,1%), pulméo (6,2%) e
tireoide (4,0%) para mulheres (INCA, 2018). A alta incidéncia observada em alguns
tipos tumorais € correlacionada a fatores de risco, como tabagismo, sedentarismo,
alimentacao desregulada.

Atualmente, um dos fatores mais importantes no combate do cancer é o

diagndstico precoce, visto que se detectada em fases iniciais € mais provavel que a
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neoplasia seja responsiva ao tratamento e que o paciente tenha um melhor
prognoéstico (WHO, 2017). Segundo o National Cancer Institute (NIH) o tratamento
para cancer depende do tipo e estagio do tumor, mas de uma maneira geral as
terapias empregadas sao: cirurgia, quimioterapia, radioterapia, imunoterapia e
terapia hormonal. Apesar de existirem diversos tratamentos, vale lembrar que efeitos
colaterais as terapias podem ocorrer e que existem pacientes refratarios a esses
tratamentos, revelando a necessidade de aprimoramento e o estabelecimento de

novas terapias (Types of Cancer Treatment, 2019).

1.2 CANCER PEDIATRICO

O céancer pediatrico compreende um grupo de doencas que atinge, em sua
maioria, células do sistema sanguineo e tecidos de sustentacdo. Uma caracteristica
similar entre essas neoplasias € a proliferacdo desordenada e a possibilidade de
aparecimento em diversas regides do corpo (INCA, 2018). Enquanto tumores
adultos podem ser associados a fatores de risco externos, tumores pediatricos nao
possuem esse Viés, visto que ocorrem devidos a alteracbes de origem,
predominantemente, embrionarias (MARIS; DENNY, 2002). Em comparacdo com o
cancer em adultos, as neoplasias pediatricas tem a tendéncia de apresentarem
menores periodos de laténcia, crescerem de maneira acelerada, com maiores
chances de serem invasivas mas também possuem melhores respostas a
quimioterapia (PEDIATRIA, 2017).

De acordo com a American Cancer Society estima-se que para o ano de 2019 as
neoplasias pediatricas mais frequentes serdo: leucemias (28%), seguida por tumores
do sistema nervoso central (26%), linfomas (8%) e tumores de sistema nervoso
periférico (6%) (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019). No Brasil estima-se que, em
média, o percentual de tumores infanto juvenis observados sera de 3%, portanto,
calcula-se que ocorrerdo 12.500 casos novos de cancer em criancas e adolescentes
(entre 0 e 19 anos). Assim o cancer pediatrico pode ser considerado a segunda
maior causa de o6bitos, ficando atras apenas das mortes por causas externas (INCA,
2018).
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1.2.1 Meduloblastoma

Meduloblastoma é o segundo tumor maligno mais frequente em pacientes
pediatricos, podendo ser considerado a maior causa de mortalidade e morbidade em
criancas (PEDIATRIA, 2017). Possuiorigem neuroectodérmica e ocorre
principalmente na fossa posterior e no cerebelo (PIZER; CLIFFORD, 2009).

Clinicamente, os sintomas dessa neoplasia podem ser abrangentes pois
dependem da localizacdo do tumor e da idade do paciente. Em estadiamentos mais
avancados da doenca, os sintomas sdo geralmente associados ao aumento da
presséao intracranial, que pode se manifestar por meio de letargia, dores de cabeca,
nauseas, vomito e alteragfes visuais (MILLARD; DE BRAGANCA, 2016).

Com os avanc¢os nos estudos gendmicos, epigenéticos e transcriptdbmicos, foi
possivel estabelecer quatro principais subgrupos moleculares para essa neoplasia
(NORTHCOTT; KORSHUNOV; WITT; HIELSCHER et al., 2011). Os subgrupos sao
denominados: Wnt, Sonic Hedgehog (SHH), Grupo 3 e Grupo 4 e apresentam
diferentes perfis transcricionais, alteracdes genéticas, a ativacdo em vias de
sinalizacdo e progndstico clinico (TAYLOR; NORTHCOTT; KORSHUNOV; REMKE
et al., 2012).

Wnt é o subgrupo que possui melhor prognoéstico e chances de sobrevivéncia e
as principais mutacdes presentes neste subgrupo estdo localizadas nos genes APC
e CTNNBL1. As duas alteracdes estdo associadas a via de sinalizacdo Wingless/Whnt,
que proporcionou 0 nome para o subgrupo.

O subgrupo SHH, nomeado pela via de sinalizacdo Sonic Hedgehog, possui
heterogeneidade quanto a biologia e progndstico clinico, uma vez que foram
identificados 4 subtipos de meduloblastoma SHH (CAVALLI; REMKE; RAMPASEK;
PEACOCK et al., 2017). Em geral, o prognéstico é intermediario, mas mutacdes em
TP53 podem diminuir as chances de sobrevivéncia (ZHUKOVA; RAMASWAMY;
REMKE; PFAFF et al., 2013).

O grupo 3 possui 0 pior progndstico entre os grupos, visto que, muitos
pacientes desenvolvem metéstases e possuem amplificagbes em MYC, que sao
fatores de risco para o tratamento dessa neoplasia (NORTHCOTT; KORSHUNOV;
PFISTER; TAYLOR, 2012) (NORTHCOTT; SHIH; PEACOCK; GARZIA et al., 2012).

As caracteristicas bioldgicas do grupo 4 ainda sdo pouco entendidas, apesar

disso, uma das alteracbes genéticas mais frequentes € a instabilidade
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cromossOmica que ocorre no isocromossomo 17q (KOOL; KORSHUNOV; REMKE;
JONES et al., 2012). Esse grupo possui um prognadstico intermediario uma vez que
possui baixas taxas de metastase e ndo possui altos niveis de expressao dos fatores
de risco MYC e MYCN (NORTHCOTT; KORSHUNOV; PFISTER; TAYLOR, 2012).

1.2.2 Neuroblastoma

O neuroblastoma € o tumor sélido extracraniano mais comum em pacientes
pediatricos. Essa neoplasia é principalmente encontrada no inicio da infancia, visto
que, 90% dos tumores ocorrem antes da primeira década de vida e a idade média
do diagnodstico é de 18 meses de vida (LONDON; CASTLEBERRY; MATTHAY;
LOOK et al., 2005). Assim, o neuroblastoma é um tumor raramente encontrado em
adolescentes e adultos.

O neuroblastoma tem origem nas células da crista neural, dessa forma pode se
estabelecer ao longo de todo o sistema nervoso simpatico (CHEUNG; DYER, 2013).
Os tumores primarios sdo comumente encontrados no abdémen, principalmente na
medula adrenal, mas também, € possivel encontrar no pescogo, peito e pélvis
(MARIS; HOGARTY; BAGATELL; COHN, 2007). A apresentacdo clinica esta
associada a localizacdo do tumor primario, podendo causar sintomas associados a
hipertensdo, dor e distensdo abdominal (AHMED; ZHANG; REDDIVALLA,
HETHERINGTON, 2017). Metéstases sdo encontradas em mais de 50% dos
pacientes no momento do diagndstico. Apesar disso, existem casos de regressao
espontanea dessa neoplasia, especialmente em pacientes com menos de um ano
de idade e com metéstases limitadas. Ndo se sabe ao certo como as regressdes
ocorrem, mas estudos sugerem a participacao do sistema imune e da expresséo de
TERT (HIYAMA; HIYAMA; YOKOYAMA; MATSUURA et al.,, 1995), gene que
codifica a transcriptase reversa da telomerase como fatores importantes para esse
fenébmeno.

As alteracbes mais importantes para a biologia do neuroblastoma envolvem
amplificagcbes génicas. A amplificacdo mais conhecida € do gene MYCN, um
regulador transcricional que afeta diferentes caracteristicas tumorais, em especial, a
manutencdo do crescimento e a formagcdo de metastases. Estudos mostram que

MYCN influencia o crescimento através da promoc¢éo da progresséo do ciclo celular
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ao alterar genes responsaveis pela regulacdo do ciclo celular (BELL; LUNEC,;
TWEDDLE, 2007). O MYCN também contribui para o desenvolvimento de
metastases, pois altera a capacidade de invasdo e migracdo das células tumorais,
permitindo seu estabelecimento em outros tecidos (TANAKA; FUKUZAWA, 2008).

1.2.3 Sarcoma de Ewing

O sarcoma de Ewing € um tumor solido que acomete 0ssos e tecidos moles e,
apesar de ser uma neoplasia rara, € considerada muito agressiva visto que o
aparecimento de metastases é extremamente comum. E caracterizado por ser um
tumor de células pouco diferenciadas, redondas e com coloracdo azulada (ROSS;
SMYTH; MURAWSKI; KENNEDY, 2013). Existe uma controvérsia em relacdo a
célula de origem desse tumor, uma vez que pode apresentar caracteristicas de
células neuroectodérmicas ou de células tronco mesenquimais (LIN; WANG,;
LOZANO, 2011).

Estima-se que mais de 90% dos pacientes com sarcoma de Ewing possuam
uma das caracteristicas genéticas mais importantes nesse tumor, isto é, a fusdo dos
genes EWS-ETS, que permite a presenca de um fator de transcricdo, que ira
contribuir para a malignidade deste cancer (TOOMEY; SCHIFFMAN; LESSNICK,
2010). Os genes da familia ETS, que geralmente estdo fusionados com 0s genes da
familia EWS sdo: FLI1 (90-95%), ERG (5-10%); e em menos de 1% dos casos
temos os genes FEV, ETV1 e ETV4 (ORDONEZ; OSUNA; HERRERO; DE ALAVA et
al., 2009) . A translocacao t(11;22) (g24;12) é a mais frequente e acredita-se que a
proteina produto dessa fusdo tenha um papel oncogénico, visto que, existem
estudos que associam essa proteina quimérica com o desenvolvimento e
manutencdo desse tumor (ARVAND; DENNY, 2001). Além disso, analises do perfil
génico demonstraram que existem poucos genes com mutacdes significativas para
a biologia do sarcoma de Ewing, apontando a importancia dos rearranjos
cromossOmicos para essa neoplasia (CROMPTON; STEWART; TAYLOR-WEINER;
ALEXE et al., 2014).

1.3 EPIGENETICA
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O conceito de epigenética foi originalmente descrito como mudancas hereditarias
no fendtipo celular independentes de alteracbes na sequéncia de DNA
(WADDINGTON, 1968). Atualmente, o termo epigenética abrange mudancas na
cromatina que regulam processos no DNA. Assim, as modificacfes epigenéticas
estdo envolvidas em processos como transcricao, reparo de DNA e replicacao
(DUCASSE; BROWN, 2006). As alteracbes no epigenoma incluem metilacdo no
DNA, regulacdo por microRNAs, modificacbes nas histonas e em proteinas
associadas a cromatina (Figura 1). Essas alteracdes podem proporcionar um
mecanismo de silenciamento génico que € essencial para a regulagdo da expressao

génica e para a arquitetura da cromatina.
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Figura 1: Representagdo dos principais mecanismos epigenéticos. Fonte: American
Society of Hematology (2017).

O material genético dentro das células € organizado em formato de cromatina
e a unidade essencial sdo os nucleossomos. Estes sdo formados por um octamero
de histonas (H3, H4, H2A, H2B), que séo proteinas que possuem um centro globular
e uma cauda N-terminal com diferentes residuos permitindo a ocorréncia de
modificacdes (JENUWEIN; ALLIS, 2001). As principais modificacdes em histonas
sao: acetilagao, metilagcéo e fosforilagéo.

A metilacdo de histonas ocorre nos residuos lisina (K) e arginina (R), que
podem ser mono, di e tri metilados mono ou di (simétrica ou assimeétrica) metilados,

respectivamente (KOUZARIDES, 2007). As enzimas responsaveis por adicionar o
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grupamento metil sdo as histonas metiltransferases e as que sao capazes de retirar
0 grupamento sdo as histonas demetilases. Os diferentes padrbes de metilacao
(Figura 2) estdo associados a diferentes funcbes, como por exemplo, a trimetilacao
da lisina, H3K4me3, H3K36me3 e H3K79me3, e a monometilacdo, H4K20me e
H2BK5me, que resultam na ativacdo génica, enquanto di ou trimetilacdo, H3K9me2
e H3K9me3, e trimetilagdo de H3K27me3 ocasionam repressao génica (BARSKI,
CUDDAPAH; CUI; ROH et al., 2007).

ABrzy
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Figura 2: Padrdes de modificacfes em histonas. Adaptado de: Audia et al. (2016).

Estudos recentes mostram que 0S mecanismos epigenéticos regulatorios
possuem um papel essencial em inimeras neoplasias, uma vez que, no processo de
tumorigénese, as alteragcdes genéticas s&o parcialmente responsaveis pela
formacdo tumoral, revelando que modificacdes epigenéticas podem ter um papel
fundamental nesse processo (DAWSON; KOUZARIDES, 2012) (SANTOS-
REBOUCAS; PIMENTEL, 2007). Estudos sugerem que mais de 300 genes e seus
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produtos estdo epigeneticamente alterados em inumeros cénceres através de
mecanismos como acetilacdo de histonas (KANWAL; GUPTA, 2010; NOR; SASSI;
DE FARIAS; SCHWARTSMANN et al., 2013; SOUZA; DA COSTA LOPEZ
MENEGOTTO; VIEIRA et al., 2018). Dito isso, é sugerido que alteracbes no
epigenoma contribuem para o desenvolvimento tumoral por estarem envolvidas na
iniciacdo, promogdo, invasdo, formagdo de metastases e resisténcia quimioterapica
(DUCASSE; BROWN, 2006).

1.3.1 Histona metiltransferase G9a

A histona metiltransferase G9a, também conhecida como EHMT2 (histona lisina
metiltransferase eucarittica 2), € uma enzima responséavel pela mono e dimetilacdo
da histona 3 lisina 9 (H3K9) (Figura 3), que frequentemente esta associada a
repressdo génica. G9a pertence a familia Su(var)3-9 e estruturalmente é composta
por um dominio catalitico SET e repeticbes de ankyrin (Figura 4) (SHINKAI;
TACHIBANA, 2011). O dominio SET é responsavel pela adicdo do grupo metil na
histona 3 e as repeticbes de ankyrin estdo associadas as regides de ligacdo da
mono e dimetilacdo (COLLINS; NORTHROP; HORTON; LEE et al., 2008). Estudos
recentes mostram que a proteina G9a-like (GLP) tem um papel essencial no
mecanismo de metiltransferase de G9a, uma vez que GLP forma um complexo
heterodimérico com G9a e essa estrutura é a forma ativa e predominante para
ocorrer a mono e dimetilacdo da H3K9 (TACHIBANA; UEDA; FUKUDA; TAKEDA et
al., 2005).

Nucleosome

&~ .

Histones

Figura 3: Representagao da funcao enzimética de G9a. Fonte: Casciello et al. (2015).
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Figura 4: Representacdo esquematica da estrutura proteica de G9a. Fonte: Casciello et al.
(2015).

As modificacbes que ocorrem nas histonas sdo essenciais para diversos
mecanismos, como a regulacéo da transcricdo, a condensagcéo dos cromossomos e
a formagéo da heterocromatina. Assim, pode-se perceber a importancia da enzima
G9a no contexto celular, visto que a mono e dimetilacdo da H3K9 esta relacionada a
formacdo da heterocromatina, que por sua vez contribui para o silenciamento génico
(BARSKI; CUDDAPAH; CUI; ROH et al., 2007).

Além disso, estudos apontam uma associacdo entre G9a e baixos niveis de
oxigénio, visto que os niveis de G9a aumentam com hipdxia levando a um aumento
nos niveis de metilacdo, demonstrando uma participacdo de G9a em situacdo de
sobrevivéncia celular (CHEN; YAN; DAVIDSON; SHINKAI et al., 2006). Logo
acredita-se que em tumores sdlidos, que possuem um ambiente com um limitado
nivel de oxigénio, G9a poderia atuar como um fator essencial na tumorigénese.
Além disso, em diversos tipos tumorais hd uma associa¢ado de altos niveis de G9a a
piores progndsticos, a repressdo de genes supressores tumorais (HUANG,;
DORSEY; CHUIKOV; PEREZ-BURGOS et al., 2010) e a formacdo de metastases
(CHEN; HUA; KAO; CHI et al., 2010). Assim, a hipétese desse trabalho é que existe
a possibilidade que a inibicdo da atividade da G9a seja capaz de reestabelecer a
expresséo de genes supressores tumorais, diminuir a capacidade de sobrevivéncia e

inibir a proliferacdo em tumores solidos pediatricos.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar de existirem muitos estudos em relacdo ao tratamento de tumores
sélidos pediatricos, os tratamentos empregados atualmente apresentam alta
toxicidade, acarretando efeitos permanentes nos pacientes. Além disso, existem
pacientes refratarios a esses tratamentos, portanto, o melhor entendimento da

biologia desses tumores se faz necessario.

Dado que existe uma correlacdo entre altos niveis de G9a e piores
progndésticos clinicos e que existem poucos estudos abordando o papel dessa
enzima na biologia das neoplasias pediatricas, torna-se relevante compreender o

papel de G9a em tumores solidos pediatricos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Definir os efeitos da inibicdo farmacolégica da enzima G9a em células de

tumores solidos pediatricos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Verificar os niveis transcricionais de G9a nas linhagens celulares dos tumores
sélidos pediatricos meduloblastoma, neuroblastoma e sarcoma de Ewing;

3.2.2 Avaliar a viabilidade e capacidade de sobrevivéncia celular de linhagens de
tumores sélidos pediatricos meduloblastoma, neuroblastoma e sarcoma de
Ewing apdés tratamento com inibidor farmacologico de G9a;

3.2.3 Verificar os niveis de expressao relativos de G9a nas linhagens celulares
abordadas;

3.2.4 Analisar os niveis de expressao de G9a nas linhagens de tumores solidos
pediatricos meduloblastoma, neuroblastoma e sarcoma de Ewing apds o
tratamento com inibidor de G9a;

3.2.5 Avaliar a expressao dos genes supressores tumorais p16INK4a e
p21Cipl/Wafl nas linhagens de tumores sdlidos pediatricos meduloblastoma,
neuroblastoma e sarcoma de Ewing apés o tratamento com inibidor de G9a;

3.2.6 Verificar os niveis relativos do gene relacionado a ativacdo de apoptose,
BCL2, apds a inibicdo de G9a em linhagens de tumores sélidos pediatricos
meduloblastoma, neuroblastoma e Sarcoma de Ewing.

3.2.7 Verificar os niveis de dimetilacéo do residuo de lisina 9 na histona 3

(H3K9me2) apds inibicdo de G9a nas linhagens celulares analisadas;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 LINHAGENS E CULTIVO CELULAR

Foram utilizadas seis linhagens de tumores sélidos pediatricos obtidos do
American Tissue Type Collection (ATCC). Linhagens de neuroblastoma: SH-SY5Y
(ATCC® CRL-2266™) e SK-N-BE(2) (ATCC® CRL-2271™); sarcoma de Ewing:
SK-ES-1 (ATCC® HTB-86™) e RD-ES (ATCC® HTB-166™); meduloblastoma:
DAOY (ATCC® HTB-186™) e D283 Med (ATCC® HTB-185™). As células de
neuroblastoma e sarcoma de Ewing foram cultivadas com RPMI 1640 e as de
meduloblastoma com Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco)
suplementaas 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% penicilina (100 U/mL) e
streptomicina (100 pg/mL) e 0,1% de anfotericina B (0,25 pg/mL). Todas as células
foram mantidas a 37°C em ambiente umidificado e na presenca de 5% de CO2.

4.2 AVALIACAO DA EXPRESSAO G9A NAS LINHAGENS CELULARES.

Para analisar a presenca de RNA mensageiro (MRNA) de G9a nas linhagens
foi realizado um RT-PCR (reacdo da transcriptase reversa, seguida de reacdo em
cadeia da polimerase). Para isso, as células foram cultivadas e foi obtido pellets de
cerca de 1x10° células. A extracdo de RNA foi realizada com o kit SV Total RNA
Isolation System (Promega, Z3100). As amostras foram quantificadas por
espectrofotometro NanoDrop em 260 nm de comprimento de onda. Para a sintese
do DNA complementar (cDNA), foi utilizado o kit GoScript™ Reverse Transcription
System (Promega, A5000). A reacdo de PCR foi realizada com GoTaq® G2 Hot
Start Polymerase (Promega) e foram utilizados os primers para G9a e ACTB (Tabela
1), as amostras foram separadas em um gel de 1% de agarose (Invitrogen). Esse

método foi realizado em triplicata biologica.
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Tabela 1 - Sequéncia dos primers.

Gene Foward (5’'— 3) Reverse (5'— 3)

G9a GAG GTG TAC TGC ATA GAT GCC CAG ACG GTC CTG CTC CAG GGC

ACTB AAA CTG GAA CGG TGA AGG TG AGA GAAGTG GGG TGG CTTTT

P16 GCA CCA GAG GCA GTAACC AT TTT CCC GAG GTT TCT CAG AGC

P21 ACT CTC AGG GTC GAA AAG GG CTT CCT GTG GGC GGA TTA GG

BCL2 GTC GAT GAC TGA GTA CCTV GAA | GCC AGG AGA AAT CAAACAGAG G
C

4.3 TRATAMENTOS

Foi utilizado o inibidor seletivo para G9a, UNC0642 (Sigma-Aldrich) diluido em
DMSO (Sigma-Aldrich). Para os experimentos desse trabalho foi utilizado o tempo
de tratamento de 72 horas, baseado no estudo que utiliza este inibidor em pesquisa
antitumoral (CAO; SUN; LI; DONG et al., 2019).

4.4 VIABILIDADE CELULAR E DETERMINACAO DE ICs

As células foram plaqueadas e tratadas com UNC0642 nas doses 0,12; 0,23;
0,47; 0,94; 1,88; 3,75; 7,5; 15; 30 uM. Apos 72h as células foram quantificadas em
hemocitbmetro com azul de tripan e a viabilidade celular foi verificada nas diferentes
doses. Foi realizado um controle (somente meio de cultura) e outro com veiculo
(DMSO) para descartar o efeito de citotoxicidade do veiculo. Esse método foi
realizado em triplicata biologica. A partir das curvas de dose foi possivel determinar
0 ICso de UNCO0642 de cada uma das linhagens utilizando o software GraphPad

Prism 6.

4.5 ANALISE DA EXPRESSAO DE G9A, P16INK4A, P21CIP1/WAF1 E BCL2 E
EFEITO APOS A INIBICAO DE G9A.

Para verificar os niveis de mRNA dos genes G9a, p16INK4a, p21Cipl/Wafl e
BCL2 nas linhagens celulares e se esses niveis foram alterados com tratamento, foi
realizado a técnica de RT-gPCR. Foram obtidos pellets de células nado tratadas e
tratadas com seu respectivo ICso. A extracdo de RNA foi realizada com o kit o SV
Total RNA Isolation System, da Promega (Z3100). As amostras foram quantificadas
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por espectrofotometro NanoDrop em 260 nm de comprimento de onda e para a
sintese do cDNA, foi utilizado o GoScript™ Reverse Transcription System, Promega
(A5000). Para realizacdo de gPCR foi utilizado PowerUp™ SYBR™ Green Master
Mix da ThermoFisher (A25742). O input utilizado foi de 10ng de amostra e foram
usados 0os mesmos primers (Tabela 1) descritos no método 4.2. O gene
normalizador utilizado foi ACTB e a analise dos dados por meio do método A ACT. O

experimento foi realizado em triplicata bioldgica.

4.6 AVALIACAO DOS NIVEIS DE DIMETILACAO DE H3K9

Para avaliar os niveis de dimetilacdo da histona 3 lisina 9 foi realizada técnica
de Western Blotting. Foram obtidos pellets de células ndo tratadas e tratadas com
seu respectivo ICso. As proteinas foram extraidas por meio do reagente Cell Lyses
Buffer (Cell Signaling Technology), com a adicdo de PMSF e inibidores de protease
(Sigma-Aldrich). Foi estipulado um input de 20 ng de proteinas por amostra, que
foram resolvidas por SDS-PAGE 14% a 90V por 30 minutos e 120V por 90 minutos
em cuba vertical eletroforética (BioRad), em tampao Tris-glicina-SDS. Apdés a
separacao por eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de
fluoreto polivinilideno (PVDF) em sistema Umido com tampao Tris-Glicina-SDS-
Metanol a 90 V por 210 minutos. Como agente de bloqueio foi utilizado MTTBS (5%
leite em solucdo de TBS contendo 0,1% Tween) durante 1h em temperatura
ambiente. As membranas foram incubadas com os anticorpos primarios: anti-
H3K9me2 (1:1000) (abcam ab1220) por 90 minutos em temperatura ambiente e anti-
B-actina (1:1000) (santa cruz sc-4778), anti-H3 (1:300) (santa cruz sc-10809) por
16h. O anticorpo secundario utilizado foi anti-mouse 1gG (1:2000) (Sigma-Aldrich) ou
anti-rabbit 1gG (1:2000) (Sigma-Aldrich) conjugado a peroxidase durante 1 h. As
membranas foram reveladas com o reagente de deteccdo ECL (Millipore), e a
guimioluminescéncia foi detectada usando o sistema de imagem ImageQuant LAS
500.

4.7 ENSAIO DE SOBREVIVENCIA CELULAR (CLONOGENICO)

Nesse ensaio as células foram expostas a trés diferentes condi¢es: veiculo
(DMSO), dose referente ao IC5p € uma dose aproximadamente cinco vezes menor

que o ICso. ApGs 72 horas, as células tratadas e néo tratadas foram replagueadas e
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cultivadas em placas de 6 pogos por 7 dias. Foram realizados dois desenhos
experimentais: o primeiro em que as células replagueadas foram mantidas em meio
sem tratamento e o segundo em que as células foram mantidas em meio com a
presenca do inibidor na concentracdo em que foram tratadas na primeira etapa.
Posteriormente, as coldnias foram fixadas com etanol 70% e coradas com 0,5%

cristal violeta.
4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para as comparacdes entre dois grupos foi utilizado Teste T n&o pareado.
Nos experimentos com mais de dois grupos de comparacédo foi realizada ANOVA
seguido de teste de Bonferroni. Os valores de significancia do P foram: * P < 0.05; **
P <0.01; *** P < 0.001; **** P < 0.0001.
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5 RESULTADOS
5.1 ANALISE DA EXPRESSAO DE G9A NAS LINHAGENS CELULARES

Para iniciar esse estudo, foi verificado a presenca mRNA de G9a, nas
diferentes linhagens celulares referentes aos tumores: meduloblastoma,
neuroblastoma e sarcoma de Ewing. Para esse teste foi realizado um RT-PCR e o

resultado mostra que todas as linhagens celulares expressédo G9a (Figura 5).

D283 Dzoy 5H-5Y5Y SK-M-Be(2) 5K-E3-1 RO-ES

Figura 5: Niveis transcricionais de G9a nas linhagens celulares. RT-PCR dos genes EHMT2/G9a
e ACTB das linhagens D283, Daoy, SH-SY5Y, SK-N-Be(2), SK-ES-1 e RD-ES. Experimento realizado
em triplicata bioldgica.

5.2 VIABILIDADE CELULAR E DETERMINACAO DE ICso de UNC0642

Para avaliar o efeito da inibicdo de G9a nas linhagens celulares foram
realizado curvas de dose com o inibidor UNC0642 por um periodo de 72 horas.
Como demostrado abaixo, (Figura 6) as seis linhagens celulares responderam de
maneira dose dependente na presenca do inibidor. A partir dos dados de viabilidade
celular, obtidos por meio das curvas de dose, foi possivel estabelecer uma dose

capaz de reduzir a viabilidade celular em 50% (ICso) para cada linhagem (Tabela 2).
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Figura 6: Efeito de UNC0642 sobre a viabilidade celular de linhagens de tumores pediatricos.
Curvas de dose de UNCO0642 nas seis linhagens celulares avaliadas. (A) D283 e Daoy. (B) SK-ES-1 e
RD-ES. (C) SH-SY5Y e SK-N-Be(2). Os dados séo apresentados como média + EPM (Erro Padrédo da
Média), comparando cada dose com grupo controle, ANOVA seguido de teste de Bonferroni. * P <
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0.05; * P < 0.01; *** P < 0.001; **** P < 0.0001. Os experimentos foram realizados em triplicata
bioldgica.

Tabela 2 — Valores de ICso de UNC0642 das linhagens de tumores pediatricos

D28&3 4,3(3,0-6,2)
Daoy 1,8(1,4-2,2)
SK-ES-1 9,1(6,9-11,9)
RD-ES 5,25 (3,0-9,1)
SH-5Y5Y 58(2,2-15,8)
SK-N-Be(2) 2,6 (2,0-3,3)

Apbés a determinacdo do ICsy, foi realizada a captura de imagem das
linhagens celulares (Figura 7) a fim de demostrar um aparente acumulo de
granulosidades no interior das células decorrente do tratamento com o inibidor de
G9a.

Controle (DMSO)

Daoy
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B Controle (DMSO)

SK-ES-1

RD-ES

SK-N-Be(2)

Figura 7: Representacdo do efeito morfoldgico em linhagens de tumores pediatricos apés
tratamento com UNCO0642. Imagem das células controle (DMSO) e tratadas com UNCO0642 na dose
referente ao seu respectivo ICsy. (A) D283 e Daoy. (B) SK-ES-1 e RD-ES. (C) Sk-N-Be(2).

5.3 ANALISE DA EXPRESSAO DE G9A E EFEITO APOS A INIBICAO DE G9A

Com o intuito de avaliar se as linhagens celulares de tumores pediatricos
possuem diferentes niveis de expressdo de G9a, foi realizado um RT-gPCR para
verificar o nivel relativo de mRNA de G9a nas linhagens avaliadas. O gene
normalizador utilizado foi ACTB e a expresséao relativa (fold-change) foi calculado em
relacdo a linhagem RD-ES, uma vez que foi a linhagem que apresentou maiores
niveis de G9a. O resultado abaixo (Figura 8) mostra que os niveis relativos de G9a
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variam de acordo com a linhagem celular estudada. Além disso, também foram
verificados os niveis de mRNA referentes a G9a apds o tratamento com o inibidor
UNCO0642 (Figura 9). O resultado mostra que as linhagens SK-ES-1, D283 e Daoy
apresentam niveis relativos de G9a menores que a linhagem RD-ES.

*
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RD-ES SK-ES-1 SK-N-Be(2) D283 Daoy
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1

Nivel relativo de mRNA de G9a

Figura 8. Niveis relativos de mRNA de G9a em linhagens de tumores pediatricos. Experimento
de RT-gPCR das linhagens celulares avaliadas. O gene normalizador utilizado foi ACTB. Os dados
sdo apresentados como média + EPM, comparando cada linhagem com a linhagem RD-ES, que
obteve maior nivel relativo de G9a; teste T ndo pareado. * P < 0.05; ** P < 0.01. O experimento foi
realizado em triplicata bioldgica.
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Figura 9: Niveis relativos de mRNA de G9a em linhagens de tumores pediatricos apoés
tratamento com UNCO0642. Experimento de RT-qPCR considerando o controle e o tratado com ICsg
de cada linhagem celular avaliada. O gene normalizador utilizado foi ACTB. Os dados sé&o
apresentados como média + EPM, comparando o controle com o tratado, Teste T pareado. * P <
0.05; *** P < 0.001.0 experimento foi realizado em triplicata bioldgica.

5.4 ANALISE DE GENES SUPRESSORES TUMORAIS
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A fim de avaliar o reestabelecimento da expressdo de genes supressores
tumorais por meio da inibicdo de G9a foi realizada a técnica de RT-gPCR para os
genes pl6INK4a e p21Cipl/Wafl. O resultado mostrou que os niveis relativos de
pl6INK4a diminuiram com o tratamento do inibidor UNC0642 nas linhagens D283,
SK-ES-1 e RD-ES e aumentaram na linhagem SK-N-Be(2) (Figura 10 A). Ja os
niveis relativos de p21Cipl/Wafl foram reduzidos nas linhagens D283, Daoy e SK-
N-Be(2) e aumentaram na linhagem RD-ES (Figura 10 B).
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Figura 10: Niveis transcricionais relativos dos supressores tumorais p1l6INK4a e p21Cipl/Wafl
em linhagens de tumores pediatricos antes e apds tratamento com UNCO0642. Experimento de
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RT-gPCR considerando o controle e o tratado com ICsq, (A) Analise do gene pl16INK4a nas linhagens
RD-ES, SK-N-Be(2), D283 e Daoy.(B) Analise do gene p21Cipl/Wafl nas linhagens RD-ES, SK-ES-
1, SK-N-Be(2) e D283. O gene normalizador utilizado foi ACTB. Os dados s@o apresentados como
média = EPM, comparando o controle com o tratado, Teste T ndo pareado. * P < 0.05; ** P < 0.01, ***
P <0.001, **** P<0.0001. O experimento foi realizado em triplicata bioldgica.

5.5 AVALIACAO DOS NIVEIS DE EXPRESSAO RELATIVA DE BCL2

Para analisar se o tratamento com o inibidor de G9a estaria causando morte
pela modulagdo em vias de apoptose foi realizado um RT-gPCR do gene BCL2. O
resultado obtido demostra que a linhagem Daoy teve reducdo no nivel relativo de
BCL2 enquanto as linhagens RD-ES e D283 apresentaram um aumento desse gene
(Figura 11).

@8 Controle
A @ Tratado

Nivel relativo de mRNA de BCL2

RD-ES SK-N-Be(2) D283 Daoy

Figura 11: Avaliagdo do nivel relativo transcricional de BCL2 em linhagens de tumores
pediatricos antes e apds tratamento com UNCO0642. Experimento de RT-gPCR considerando o
controle e o tratado com ICsq das linhagens RD-ES, SK-N-Be(2), D283 e Daoy. O gene normalizador
utilizado foi ACTB. Os dados sdo apresentados como média £ EPM, comparando o controle com o
tratado, Teste T ndo pareado. ** P < 0.01, **** P<0.0001. O experimento foi realizado em triplicata
biolégica.

5.6 AVALIACAO DOS NIVEIS DE DIMETILACAO DE H3K9

Para verificar se o tratamento com o inibidor de G9a altera o padrdo de
dimetilagdo de H3K9 foi realizado um Western Blotting da histona 3 lisina 9
dimetilada, uma vez que a enzima G9a é responsavel pela adicdo do grupamento
metil em H3K9. Esse experimento demonstrou que o tratamento com o inibidor de

G9a afetou os niveis de dimetilacdo de H3K9 das linhagens de meduloblastoma,
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indicando que UNCO0642 altera o funcionamento da enzima G9a nas linhagens

referentes a esse tumor (Figura 12).

D283 Daoy
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Figura 12: Avaliacao dos niveis de dimetilacdo de H3K9 em linhagens de meduloblastoma apo6s
tratamento com UNCO0642. Western Blotting para verificar os niveis de dimetilacdo de H3K9 nas
linhagens D283 e Daoy, estéo exibidos controle (DMSO) e tratado com o respectivo I1Cs,

5.7 ENSAIO DE SOBREVIVENCIA CELULAR

Para avaliar o efeito da inibicdo de G9a no processo de sobrevivéncia celular
foi realizado o teste in vitro de clonogénico. O resultado desse experimento aponta
gue a inibicdo de G9a altera a capacidade de sobrevivéncia celular quando o inibidor

se encontra em contato constante com as células (Figura 13).
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Figura 13: Ensaio de sobrevivéncia celular nas linhagens de tumores pediatricos apos
tratamento com UNCO0642. As células foram tratadas de acordo com o grupo: controle (DMSO), dose
inferior ao ICso ou com ICs, por 72 horas. Em seguida foram replaqueadas e mantidas com meio sem
ou com tratamento por 7 dias. (A) D283; (B) Daoy; (C) SK-N-Be(2); (D) SK-ES-1; (E) RD-ES. O
experimento foi realizado em triplicata biolégica.
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6 DISCUSSAO

A atividade da enzima metiltransferase G9a tem sido considerada um alvo
promissor no tratamento tumoral (SETON-ROGERS, 2019). Apesar disso, existem
poucos estudos que exploram o papel de desse modulador epigenético em tumores
solidos pediatricos. Em meduloblastoma e sarcoma de Ewing, por exemplo, existem
apenas estudos preliminares que apontam o envolvimento de G9a na proliferagéo e
na resisténcia a quimioterapia, respectivamente (DOBSON; HATCHER,;
SWAMINATHAN; DAS et al., 2017) (LIAO; XIE; XU; HUANG, 2018). Nesse estudo
demonstramos um efeito antiproliferativo dose dependente com o inibidor seletivo
para G9a, UNCO0642, com as linhagens celulares referentes aos tumores
meduloblastoma, neuroblastoma e sarcoma de Ewing, indicando que a atividade da
enzima G9a e os niveis de metilacdo de H3K9 sdo necessarios para a manutencao
da viabilidade destas linhagens celulares. Além disso, Liu e colaboradores (2013)
sugerem que existem linhagens celulares insensiveis a inibicdo de G9a, dessa
forma, os resultados desse estudo indicam que as seis linhagens abordadas séo
sensiveis a alterag6es na atividade de G9a (LIU; BARSYTE-LOVEJOQY; LI; XIONG et
al., 2013).

Os tumores pediatricos abordados nesse estudo sdo neoplasias com
caracteristicas distintas, dessa forma, era esperado uma variacdo nos niveis
relativos de mRNA de G9a entre as linhagens. O resultado encontrado mostra que a
linhagem RD-ES possui maiores niveis de expressao de G9a, seguida por SK-N-
Be(2), SK-ES-1, D283 e Daoy. Esse resultado esta de acordo com os dados do
Cancer Cell Line Encyclopedia que estabelecem padrdes de expressdo de G9a
similares aos encontrados (BARRETINA; CAPONIGRO; STRANSKY;
VENKATESAN et al., 2012).

Diante da comparacao da expressao relativa de G9a nas linhagens estudas, foi
possivel perceber que aquelas associadas a tumores mais agressivos e
tumorigénicos possuem niveis mais altos de G9a. As linhagens SK-N-Be(2) e D283
sao linhagens isoladas de sitios metastaticos e representam subgrupos com piores
prognoésticos de seus respectivos tumores. Ja as linhagens RD-ES e SK-ES-1,
representam sarcoma de Ewing, que € considerado um tumor agressivo e
metastatico. Enquanto a linhagem Daoy, que possui a menor quantidade de

expressdo de G9a, representa o subgrupo SHH, que possui um prognostico
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intermediario e raramente sdo encontradas metastases. A associacdo entre 0s
niveis de expressdo de G9a e tumores mais agressivos, metastaticos e de pior
prognoésticos ja esta descrita em canceres de pulméao, figado e cervical (CHEN;
HUA; KAO; CHI et al., 2010) (QIN; LI; ZENG; WU et al., 2018) (CHEN; SHUN; YEN;
CHOU et al., 2017). Dito isso, os resultados desse estudo podem ser considerados
dados preliminares para propor uma mesma associacdo nas neoplasias pediatricas
meduloblastoma, neuroblastoma e sarcoma de Ewing.

Apbs estabelecer os niveis relativos de G9a em cada linhagem foi explorado se
esses niveis eram alterados pela inibicdo da enzima G9a. O resultado esperado
nessa comparacao era que nao teriamos alteragdes nos niveis da enzima, uma vez
qgue o inibir utilizado nesse estudo, UNC0642, é um inibidor competitivo com o
substrato, impedindo a ligacdo do substrato com G9a (Figura 14). Entretanto, foi
encontrado que as linhagens SK-ES-1, D283 e Daoy obtiveram menores niveis
relativos de expressdo de G9a apos o tratamento. Até o momento ndo foram
publicados estudos que abordam a regulacdo transcricional de G9a apoés inibicao,
dessa forma, sdo necessarios mais estudos para propor uma explicacdo para a

reducdo dos niveis de G9a.

A B

N G9a Y Do Go9a o

S | X

Substrato g Substrato ) 4
Substrato Substrato

f
UNC0642

Figura 14: Acéo do inibidor de G9a, UNC0642. A. Atividade de metiltransferase de G9a. B. Inibicdo
competitiva pelo substrato de UNC0642 impedindo a adicdo do grupamento metil. Adaptado de
Recent progress in histone methyltransferase (G9a) inhibitors as anticancer agents.

MutacOes e alteragcbes genéticas em oncogenes e genes supressores
tumorais sdo consideradas relevantes para o desenvolvimento tumoral, visto que a
instabilidade genética é uma caracteristica que favorece 0 processo de
tumorigénese. Genes supressores tumorais sao genes associados ao
funcionamento correto do processo de replicagdo celular, agindo no controle da

proliferagéo e impedindo a formagé&o tumoral. Dentre 0S genes supressores tumorais
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gue se encontram alterados em diversos tumores temos pl6INK4a e p21Cipl/Wafl
(TSIHLIAS; KAPUSTA; SLINGERLAND, 1999).

pl6INK4a € o principal membro da familia de inibidores de CDK (quinase
dependente de ciclina) que sdo essenciais para a progressdo do ciclo celular
(RUSSO; TONG; LEE; JEFFREY et al, 1998). Dessa forma, pl6INK4a é
considerado um supressor tumoral por alterar a continuidade do ciclo celular e
impedir a proliferacdo celular (MEDEMA; HERRERA; LAM; WEINBERG, 1995). A
expressdo elevada de pl6INK4a € vista como um mecanismo antiproliferativo
relevante para terapias antitumorais. Apesar disso, existem estudos que apontam
gue a superexpressao de pl6INK4a pode estar envolvida no mecanismo de invaséo
em células tumorais, demostrando a importancia da regulacdo desse gene no
desenvolvimento tumoral (JUNG; SCHRAUDER; OSWALD; KNOLL et al., 2001).
Outro supressor tumoral capaz de inibir CDKs e alterar a progresséo do ciclo celular
€ 0 p21Cipl/Wafl (GARTEL; SERFAS; TYNER, 1996). Estudos apontam que esse
supressor tumoral estad relacionado a diminuicdo do crescimento tumoral e a
regulacéo de genes envolvidos no processo de apoptose, visto que a expressao de
p21Cipl/Wafl pode ser correlacionada positivamente com a repressdo de genes
envolvidos na proliferagdo celular (CHANG; WATANABE; BROUDE; FANG et al.,
2000).

A inibicdo da enzima metiltransferase G9a tem sido considerada um alvo na
terapia tumoral, uma vez que é capaz de alterar os niveis de metilacdo de H3K9 e a
hipermetilacdo do residuo dessa histona estd associada ao silenciamento de
diversos genes (NGUYEN; WEISENBERGER; VELICESCU; GONZALES et al.,
2002). Estudos apontam que genes supressores tumorais como MASPIN e
pl6INK4a seriam alvo de silenciamento por meio da hipermetilacdo de H3K9
(WOZNIAK; KLIMECKI; LAU; FEINSTEIN et al., 2007). Dessa forma, era esperado
que a inibicdo de G9a nas linhagens de tumores pediatricos seria capaz de
reestabelecer a expressao de genes supressores tumorais.

Nesse estudo foram avaliados os niveis relativos de pl6INK4a e
p21Cipl/Wafl em células tratadas e ndo tratadas. Esperava-se que 0s niveis desses
dois supressores tumorais aumentassem uma vez que as suas expressoes ja foram
correlacionadas com os niveis de metilagdo de H3K9 (WU; WANG,; LI; ZHAO et al.,
2008) (HUO; GE; TIAN; SUN et al., 2017). Entretendo, o resultado encontrado foi
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uma diminuicdo dos niveis de pl6INK4a e p21Cipl/Wafl na maioria das linhagens.
Wu e colaborados (2008) mostraram que a inibicdo de G9a e suv38H1, outra enzima
metiltranferase especifica para H3K9, € capaz de diminuir os niveis de di e
trimetilacdo de H3K9 e alterar a estrutura da cromatina em torno do promotor de
pl6INK4a. Dessa forma, uma possivel explicacao para os niveis de p16INK4a terem
reduzido com a inibigdo de G9a seria o tempo de tratamento utilizado nesse estudo,
pois, mecanismos de regulacdo desse gene poderiam estar atuando na diminuicao
tardia dos niveis de p16INK4a como uma forma de sobrevivéncia das células apos a
inibicdo de G9a. Uma alternativa para corroborar essa hipétese é a verificagdo dos
niveis de p16INK4a apos 24 e ou 48 horas de tratamento com inibidor de G9a.

Ja a diminuicdo nos niveis de p21Cipl/Wafl podem ter ocorrido devido ao
mesmo motivo que pl6INK4a ou entdo devido a atividade independente da fungao
de histona metiltransferase de G9a. Estudos recentes mostram que G9a regula
positivamente a expressdo de p21Cipl/Wafl, uma vez que o knockdown de G9a
reduz a atividade do promotor de p21Cipl/Wafl, diminuindo os niveis de expressao
desse gene (OH; KIM; CHAE; KANG et al., 2014). Logo, essa poderia ser uma
explicacdo para os niveis de p21Cipl/Wafl estarem menores nas linhagens de
meduloblastoma e neuroblastoma pois o inibidor de G9a, UNC0642, poderia alterar
a conformacao de G9a impedindo sua atividade no promotor de p21Cipl/Wafl. Além
disso, a diminuicdo nos niveis relativos de G9a ap6s o tratamento também poderia
ser um fator para diminuicdo dos niveis relativos de p21Cipl/Wafl, visto que a
atividade de G9a é necessaria para expressao desse gene. Esse efeito poderia ser
tecido especifico, uma vez que foram observados baixos niveis de p21Cipl/Wafl
apenas nas linhagens representante de tumores de sistema nervoso, enquanto na
linhagem RD-ES, de sarcoma de Ewing, foi observado um aumento de
p21Cipl/Wafl.

BCL-2 (B-cell lymphoma 2) é uma familia de proteinas que estdo associadas
a ativagcado de vias de apoptose em resposta a stress celular como dano ao DNA e
ativacdo de oncogenes. Esta familia de proteinas possui membros que previnem
apoptose, como BCL-XL, MCL-1 e BCL-2, e aqueles que induzem apoptose, como
BAD, BAX, BAK. Logo, o desequilibrio nos niveis dessas proteinas define um
desfecho de morte ou sobrevivéncia (HOTCHKISS; STRASSER; MCDUNN;
SWANSON, 2009). A proteina BCL-2 esta relacionada com mecanismos de
sobrevivéncia celular e a progresséo tumoral (JOHNSTONE; RUEFLI; LOWE, 2002).
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Por isso, ndo é surpreendente que diversas proteinas anti-apoptose estédo
superexpressas em diferentes tipos tumorais (HELLEMANS; VAN DAM; WEYLER,;
VAN OOSTEROM et al., 1995) (KARNAK; XU, 2010).

A inibicdo de G9a nas linhagens de tumores pediatricos alterou a viabilidade
dessas células e foi observada a presenca de aparentes granulosidades nas células
apos o tratamento. Essa observacéo trouxe o questionamento se a inibicdo de G9a
nao estaria ativando vias de apoptose nas linhagens estudadas. Em tumores
gastricos, de pulméo e de sistema nervoso central, como glioblastoma, a inibicdo de
G9a foi correlaciona com a ativacdo de vias apoptéticas a partir da reducdo dos
niveis de Bcl-2 (LIN; HUANG; ZOU; CHEN et al., 2016) (WAN; LYU; YU; ZHOU et
al.,, 2017) (GUO; HUANG; MA; LIN, 2016). Dessa forma, era esperado uma
diminuicdo dos niveis de BCL2 nas linhagens de tumores pediatricos. Entretanto,
apenas a linhagem Daoy, de meduloblastoma, teve reducdo nos niveis de BCL2.
Uma possivel explicacdo para a auséncia de diminuicdo de BCL2 é que inibicdo de
G9a nao ocasiona apoptose por essa via de ativacao ou entdo que a inibicdo estaria
desencadeando outro mecanismo de morte, como autofagia. Ke e colaboradores
(2014) sugerem que a inibicdo da enzima G9a esti associada a autofagia em
linhagens de neuroblastoma humano (KE; ZHANG; ZHU; XIA et al.,, 2014). Isso
poderia explicar porque os niveis de BCL2 n&o foram alterados na linhagem de
neuroblastoma SK-N-Be(2). Uma perspectiva para corroborar a ativacdo da via de
apoptose na linhagem Daoy é avaliar os niveis de outra proteina da familia Bcl2,
Bax, que tem seus niveis aumentados no processo de morte por apoptose.

Apés avaliar os efeitos imediatos da inibicdo de G9a foi proposto avaliar o
efeito dessa inibicdo na capacidade de sobrevivéncia celular. O resultado obtido
indica que, apesar do tratamento com o inibidor UNC0642 diminuir a viabilidade
celular, sua atividade ndo altera permanentemente a capacidade de sobrevivéncia
das células analisada. Uma explicacdo para esse efeito é que a diminuicdo dos
niveis de dimetilagdo pela inibicdo de G9a € transitoria. A avaliacdo, por western
blotting, da dimetilacdo de H3K9 nas linhagens de meduloblastoma sugere que o
tratamento por 72 horas com o inibidor de G9a é capaz de diminuir a taxa de H3K9
dimetilada nessas duas linhagens. Dessa forma, acredita-se que, ao longo dos 7
dias de acompanhamento do experimento de sobrevivéncia celular, os niveis de
dimetilacdo retornariam as taxas iniciais. Um dado que corrobora essa hipotese é a

avaliacdo do experimento de sobrevivéncia com a presenga constante do


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ke%20XX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25198515
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tratamento, pois esse resultado mostra que as células em constate estimulo de
inibicdo diminuem sua capacidade de formar colonias. Uma perspectiva para
verificar essa hipdtese é analisar as taxas de dimetilacdo de H3K9 apds periodos
mais longos que 72 horas de tratamento, pois assim analisariamos se a diminui¢ao

nos niveis de dimetilagdo & permanente ou transitoria.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo, buscou-se avaliar a inibicdo de G9a como um potencial alvo
terapéutico para tumores pediatricos, analisando sua atividade em relacdo a
viabilidade e sobrevivéncia celular. Além disso, também foi verificado se as
alteracdes nos niveis de dimetilacdo de H3K9, causada pela inibicdo de G9a, eram
capazes de alterar os niveis de genes supressores tumorais.

Os resultados obtidos nesse estudo sdo dados preliminares que sugerem que a
histona metiltransferase G9a faz parte de um mecanismo epigenético relevante para
o desenvolvimento e progressdo de tumores pediatricos. Apesar dos dados
encontrados serem promissores, existe uma necessidade de explorar o efeito da
alteracdo nos padrdes de metilacdo de H3K9 em mecanismos especificos de

proliferacédo, sobrevivéncia, morte celular e silenciamento génico.
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